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ABSTRAKT 
 Pomocou metódy UV-VIS spektrofotometrie bola študovaná solubilizačná schopnosť 
systému micela–hyaluronan. Ako tenzid bol zvolený Septonex a bol použitý hyaluronan 
o štyroch molekulových hmotnostiach. Solubilizačné pokusy boli vykonané pomocou 
hydrofóbnych farbív Sudánu Red G a Sudánu III z dôvodu získania modelového systému 
solubilizovaných liečiv, ktoré sú tiež hydrofóbneho charakteru. Celý systém bol pripravovaný 
v prostredí mili-Q vody. Bol skúmaný vplyv molekulovej hmotnosti hyaluronanu na 
solubilizačnú schopnosť. Bolo zistené, že s rastúcou koncentráciou micel rastie aj 
koncentrácia solubilizovaných farbív a molekulová hmotnosť hyaluronanu má vplyv na 
rozpustnosť farbív. 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 The solubilizing capacity of micelle–hyaluronan system was studied using the UV-VIS 
spectrophotometry method. Septonex was chosen as a surfactant and four molecular weights 
of hyaluronan were used. Solubilization experiments with a hydrophobic dye Sudan Red G 
and Sudan III were performed in order to obtain a model system of solubilized drugs, which 
are also hydrophobic. The system was prepared in the environment of mili-Q water. The 
influence of the molecular weight of hyaluronan on the solubilizing ability has been studied. 
It was found that concentration of solubilized dyes increases by increasing concentration of 
micelles in the system and the molecular weight of hyaluronan affects the solubility of the 
dyes. 
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1 ÚVOD 
 Zlá rozpustnosť je uznávanou vlastnosťou mnohých molekúl liečiv. Okolo 70 % liekov 
na trhu má nízku rozpustnosť vo vode. Riešenie problému rozpustnosti je považované 
za vedúcu výzvu vo vývoji liečiv. Nechránené podávanie vo vode zle rozpustných liečiv je 
problematické. V súčasnej dobe sú skúmané rôzne typy nosičov hydrofóbnych liekov, ako 
mikroemulzie, gély, micely, lipozómy, dendrimery a nanokryštále alebo lipidové nanočástice. 
Najviac skúmané sú nosiče cytostatik pre liečbu rakovinového bujnenia. Látky schopné 
interakcie s hydrofóbnymi aj hydrofilnými látkami sú povrchovo aktívne látky, tenzidy. 
Tenzidy vytvárajú vo vodnom prostredí pri určitej koncentrácií micely s hydrofóbnym 
jadrom. Micely zaistia rozpustnosť hydrofóbnych liečiv vo vodnom prostredí [1]. Cielené 
nosiče liečiv by však mali interagovať so špecifickým miestom účinku, mali by byť 
biokompatibilné a biodegradabilné a účinná látka by sa z nich mala uvoľňovať postupne. 
Hyaluronan je molekula splňujúca tieto vlastnosti, preto je veľmi vhodná pre použitie 
v cielenej distribúcií liečiva. Hyaluronan je však molekula vysoko hydrofilného charakteru 
s hydratačným obalom, čo vedie k jeho neschopnosti dopravovať vo vode zlé rozpustné 
liečivo. Preto je potreba hyaluronan modifikovať s látkou, ktorá zaistí rozpustnosť 
hydrofóbneho liečiva. Takouto látkou sú už spomínané micely. V súčasnosti je systém 
hyaluronan–micela veľmi študovaný. Hyaluronan zaistí vonkajšiu ochranu, biokompatibilitu 
a vďaka interakciám s receptormi na nádorových bunkách zabezpečuje cielenie liečiva [2]. 
 Bakalárska práca je zameraná na solubilizačnú schopnosť vybraného tenzidu rozpúšťaného 
vo vode. Solubilizačná schopnosť bola študovaná pomocou hydrofóbnych farbív a bol 
študovaný aj vplyv molekulovej hmotnosti hyaluronanu a rozpustnosť farbív pomocou 
UV-VIS spektrofotometru.  
 Cieľom mojej práce je poskytnúť základné informácie o systému hyaluronan–micela 
a získať poznatky o ich schopnosti solubilizácie s ohľadom na ich využitie ako cielených 
nosičov liekov. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Micely 
Micely sú vo vodnom prostredí guľovité, supramolekulárne, koloidné častice 
s hydrofóbnym jadrom a hydrofilným plášťom. Sú tvorené agregáciou amfifilických molekúl 
čiže povrchovo aktívnych látok v roztokoch. Amfifilická molekula sa musí skladať z lyofilnej 
časti, ktorá je nositeľom tendencie rozpúšťať sa v danom prostredí a z lyofóbnej časti, ktorá je 
sama o sebe v tom istom prostredí nerozpustná. Hydrofilná časť molekuly sa nazýva hlava 
a hydrofóbna časť, zvyčajne dlhý alkylový substituent, sa nazýva chvost. Veľkosť a tvar 
micelárnych agregátov sa líšia ako gule, tyče, pľuzgieriky a lamely, v závislosti na rovnováhe 
medzi hydrofilnou a lipofilnou časťou danej amfifilickej molekuly. Podľa toho, či a ako 
hydrofilná skupina podlieha elektrolytickej disociaci  na základe náboja neseného polárnou 
skupinou hlavy, delíme micelárne koloidy na ionogenné (kationaktívne, anionaktívne alebo 
amfoterné) a na neionogenné teda neutrálne. Z neutrálnych vyhovujú len väčšie skupiny 
so špecifickým rozmiestnením polárnych atómov, čo je priaznivé pre tvorbu vodíkovo 
väzbových štruktúr s molekulami vody [1, 3]. 
2.1.1 Tvorba micel v roztokoch tenzidov  
 Typickým predstaviteľom lyofilných disperzných sústav sú micelárne disperzie tenzidov, 
v ktorých sú prítomné koloidné častice (micely). Pri tvorbe takýchto (guľových) micel 
v polárnom rozpúšťadle, napríklad vo vode, sa uhľovodíkové reťazce molekúl tenzidov 
spojujú do kompaktného uhľovodíkového jadra, zatiaľ čo hydratované polárne skupiny, ktoré 
sú obrátené na stranu vodnej fáze, vytvárajú hydrofilný obal (Obr. 1). Tým je dosiahnutý 
minimálny styk medzi molekulami vody a hydrofóbnou časťou molekuly. Termodynamické 
stabilné disperzie micel môžu za určitých podmienok vznikať postupom samovoľného 
dispergovania makrofázy tenzidov. Micelárne disperzie tenzidov prejavujú vlastnosti, ktoré 
prináležia koloidným disperzným sústavám: rozptyl svetla, zvýšená viskozita. K povrchovo 
aktívnym látkam, ktoré vytvárajú micely (tenzidom), patria sodné, draselné a amónne soli 
mastných kyselín s dĺžkou reťazca C12 až C20, alkylsulfáty, alkylbenzénsulfonáty a ďalšie 
syntetické iónogenné tenzidy [4]. 
 Pre snahu tenzidov vytvárať micelárne sústavy má podstatnú úlohu schopnosť polárnych 
skupín oddeľovať uhľovodíkové jadro od vody. Táto schopnosť nie je určená len vlastnými 
rozmermi polárnych skupín, ale tiež ich povahou (iónogenné, neiónogenné) a charakterom 
interakcie s rozpúšťadlom, najmä hydratovateľnosťou [4]. 
Vznik koloidných častíc, micel tenzidov, v disperznom prostredí ako výsledok 
samovoľného dispergovania makrofázy alebo postupom samovoľného spojovania 
(kondenzácie) jednotlivých molekúl pri zväčšovaní obsahu tenzidov v roztoku, odpovedá 
kvalitatívnej zmene sústavy. Takže prechodu makroheterogénnej alebo homogénnej sústavy 
na mikroheterogénnu koloidne disperznú sústavu [4]. 
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Obr. 1: Schéma micely vo vodnom prostredí [5] 
 
2.1.2 Tvorba micel v nevodných prostrediach 
Podobne, ako vznikajú vo vodných roztokoch tenzidov micely s orientáciou polárnych 
skupín na stranu vodnej fázy, v roztokoch tenzidov v uhľovodíkoch sa môžu vytvárať micely 
s opačnou orientáciou molekúl. Pri vzniku takýchto obrátených micel (Obr. 2) sa polárne 
skupiny zhlukujú do hydrofilného (oleofóbneho) jadra a uhľovodíkové radikály, ktoré sú 
obrátené na stranu im príbuzného nepolárneho prostredia, vytvárajú oleofilný obal, oddeľujúci 
vnútornú hydrofilnú časť micely od uhľovodíkového prostredia. Tenzidy vytvárajúce micely 
v nepolárnych rozpúšťadlách sú nerozpustné vo vode. Na tvorbu micel v nevodných 
prostrediach má podstatný vplyv polárnosť (nepolárnosť) rozpúšťadla, určujúce intenzitu 
interakcie jeho molekúl s polárnou a nepolárnou časťou molekúl tenzidu. Pre vznik micel je 
potrebné, aby prostredie bolo ,,dobrým rozpúšťadlom” len pre uhľovodíkové radikály.  
V prostrediach rovnako príbuzným obom častiam amfifilických molekúl tenzidov sa micely 
netvoria a tenzidy vykazujú v takýchto prostrediach iba pravú rozpustnosť. Príkladom 
takýchto prostredí sú nižšie alkoholy, ktoré sú dobrým rozpúšťadlom pre polárne 
aj pre nepolárne časti molekúl tenzidov [4, 6]. 
 
 
Obr. 2: Obrátená micela [6] 
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2.1.3 Kritická micelárna koncentrácia  
 Tenzidy sa pri nízkej koncentrácii zhromažďujú na fázovom rozhraní a znižujú povrchové 
napätie rozpúšťadiel. Koncentrácia, po ktorej prekročení začína tvorba micel sa nazýva 
kritická koncentrácia tvorby micel (CMC). Pri vyššej CMC dochádza k asociácii 
amfifilických molekúl do agregátov tzv. micel. CMC je tým nižšia, čím dlhší je uhľovodíkový 
reťazec a čím menšie sú odpudivé sily, ktorými na seba pôsobia hydrofilné skupiny 
na povrchu. S tým súvisí aj to, že CMC klesá s rastúcou koncentráciou jednoduchých solí 
vo vodnom prostredí. CMC je teda najvyššia možná koncentrácia, pri ktorej je povrchovo 
aktívna látka v roztoku vo forme unimerných molekúl a tvorí pravý roztok. Hodnota CMC 
kolíše pre rôzne povrchovo aktívne látky v rozmedzí 10-5 až 10-3 mol∙l-1 [7]. To je zvlášť 
výhodné pre aplikačné podávanie liekov. Čím nižšia je hodnota CMC, tým sú stabilnejšie 
micely, a to aj pri nízkych koncentráciách. Zvýšenie hydrofóbnosti a veľkosti hydrofóbneho 
bloku znižuje CMC [3, 7, 8]. 
 Existuje niekoľko spôsobov pre určenie hodnoty CMC amfifilickej látky, ako sú meranie 
veľkosti častíc malým uhlom rozptylu svetla, HPLC, fluorescenčná a UV-VIS spektroskopia. 
Bližšie opísaná metóda stanovenie CMC pomocou fluorescenčnej sondy pyrénu je 
najcitlivejšia, efektívna, spoľahlivá, pohodlná a veľmi presná. Fluorescenčné sondy, ako je 
napríklad pyrén, majú tendenciu združovať sa s micelami skôr ako s vodou v dôsledku ich 
zlej rozpustnosti vo vode a ich vysokej rozpustnosti v lipofilnom jadre micel. Pyrén, 
pri konštantnej zriedenej koncentrácii je umiestnený v roztokoch tenzidov o rôznych 
koncentráciách. Intenzita fluorescencie pyrénu sa výrazne zvyšuje, keď pyrén začne delenie 
do tvoriacich jadier micel, čo umožňuje stanovenie CMC [1]. 
2.1.4 Koncentrované vodné roztoky povrchovo aktívnych látok 
 Pri vyšších koncentráciách nad CMC sa molekuly tenzidov zhlukujú do guľových micel, 
tzv. Hartleyových-Rebinderových micel (Obr. 3). Ak rastie obsah koloidnej zložky na 15 až 
20 %, potom v úzkom koncentračnom rozmedzí nastane zmena tvaru guľovitých micel 
na cylindrické. Vzniknú tak tyčinky s kruhovým prierezom (Obr. 4). Plášť valca je osadený 
polárnymi skupinami amfipatických molekúl, zatiaľ čo ich nepolárne zvyšky sú skryté vnútri. 
Pri ešte vyšších koncentráciách existujú v roztoku laminárne micely (Obr. 5). Polárne skupiny 
sú opäť vystavené kontaktom s vodou a hydrofóbne reťazce jednej vrstvy smerujú k reťazcom 
druhej vrstvy. V dôsledku tvorby laminárnych micel a ich charakteristického usporiadania 
môžu dostatočne koncentrované roztoky prechádzať v gél [3, 4, 9]. 
 
Obr. 3: Model malej (Hartleyovej) iónogennej micely [9] 
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Obr. 4: Valcovité micely [9] 
 
 
 
Obr. 5: Schéma laminárnych micel [9] 
 
2.1.5 Fyzikálne vlastnosti micelárnych koloidov 
Závislosť rozpustnosti na teplote 
 
Obr. 6: Fázový diagram vodného roztoku detergentu. Prerušovaná čiara - závislosť CMC 
(mmol·dm−3) na teplote TK - Krafftova teplota [3] 
 U micelárnych koloidov často pozorujeme neobvyklú závislosť rozpustnosti na teplote, ich 
rozpustnosť vo vode vzrastá s rastúcou teplotou najprv len nepatrne, ale po dosadení určitej 
teploty, zvanej Krafftova teplota, začne rásť veľmi rýchlo. Pri Krafftovej teplote sa totiž 
teplotná závislosť rozpustnosti pretína so závislosťou CMC. Ako je zrejmé z fázového 
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diagramu na Obr. 6, pri teplotách nižších než TK existujú v roztoku len molekuly, ktoré sú 
vzhľadom k hydrofóbnosti väčšiny svojho povrchu len málo rozpustné vo vode [3]. 
Nad teplotou TK však rozpustnosť prekročí CMC. Potom sa môžu tvoriť micely, ktoré sú 
omnoho rozpustnejšie, pretože vystavujú vode len hydrofilné skupiny a krivka rozpustnosti 
preto prudko stúpa. V roztokoch tenzidov, pre ktoré Krafftov bod leží v oblasti zvýšených 
teplôt (vyššie než 50 až 80 °C), sa za obvyklých podmienok tvorba micel nepozoruje [3, 4]. 
Povrchová aktivita micelárnych koloidov 
Vďaka vzniku micel dochádza k zmene fyzikálne-chemických vlastností roztokov 
povrchovo aktívnych látok. Micelárne koloidy sa v oblasti pod kritickou CMC chovajú ako 
typické povrchovo aktívne látky. Povrchové napätie klesá veľmi rýchlo s koncentráciou a pri 
danej koncentrácií je povrchové napätie tým nižšie, čím dlhší je nepolárny reťazec. 
Po dosadení CMC sa pokles povrchového napätia prakticky zastavuje [3]. 
 Na čerstvom fázovom rozhraní sa povrchové napätie roztoku micelárneho koloidu mení 
s časom, na začiatku rýchly pokles sa postupne spomaľuje, až je dosiahnutá rovnovážna 
hodnota povrchovej aktivity. Tento pokles je spôsobený pomalým dosahovaním rovnovážnej 
hodnoty adsorpcii látky v rozhraní, rýchlosť tohto pochodu je riadená predovšetkým difúziou 
micelárneho koloidu z objemovej fáze do medzifáze. Tento jav sa nazýva starnutie povrchu. 
Nápadnejší je u látok, ktorých molekuly obsahujú dlhý reťazec [3]. 
Solubilizácia 
Solubilizácia je pochod, pri ktorom sú do micel surfaktantu (povrchovo aktívnych látok) 
začleňované molekuly ďalšej látky (solubizátu). Pridanie značného množstva polárnych 
organických látok, napríklad nižších alkoholov do vodného roztoku tenzidu zväčšuje 
molekulárnu rozpustnosť tenzidov, a tým sťažuje tvorbu micel. Pridanie nepolárnych 
uhľovodíkov vedie k zníženiu CMC, čiže k uľahčeniu vzniku micel. Pridaná zložka sa stáva 
súčasťou micely. Následkom toho sa uhľovodíky, v čistej vode prakticky nerozpustné, 
rozpúšťajú v micelárnych disperziách tenzidov. Tento jav, čiže vstup tretej zložky, 
nerozpustnej alebo slabo rozpustnej v disperznom prostredí do zloženia micel sa nazýva 
solubilízácia. Rozlišuje sa priama solubilizácia (vo vodných disperziách tenzidov) a obrátená 
solubilizácia (v uhľovodíkových sústavách) [4]. 
Priama solubilizácia 
Nepolárne látky, ktoré sú v čistom vodnom disperznom prostredí (prostredie, ktoré 
obsahuje aspoň dva druhy hmoty, pričom jeden druh je rozptýlený v druhom vo forme 
jemných častíc) nerozpustné alebo slabo rozpustné, vstupujú do jadra micely. U farbív, 
v ktorých v molekule silno prevažuje nepolárna časť nad polárnou, pozorujeme 
pri solubilizácii zmenu absorpčného spektra, prípadne farby. Táto zmena nastáva prechodom 
z vodného do nepolárneho prostredia, preto molekuly takýchto farbív sú solubilizováne 
v jadre micely. Polárno-nepolárne organické látky (alkoholy, amíny) sa rozmiestňujú 
v micelách tak, že ich uhľovodíkové reťazce smerujú dovnútra micel a polárna skupina 
do vodnej fázy. Polárne látky sú solubilizované na porchu micely alebo v tesnej blízkosti 
povrchu, kde sú hydrofilné, teda rovnako polárne časti molekúl solubilizátoru. Pri soubilizácii 
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rastie hmotnosť micel surfaktantu nielen v dôsledku zabudovania molekúl solubilizátoru 
do micely, ale tiež preto, že solubilizáciou sa zväčšuje objem hydrofóbneho jadra a musí sa 
teda zväčšiť aj počet molekúl surfaktantu tvoriacich micelu [3, 10, 11]. 
2.2 Kyselina hyaluronová 
Kyselinu hyaluronovú izolovali v roku 1934 Karl Mayer a John Palmer z hovädzieho 
sklovca. Je to vysokomolekulárny biopolysacharid zložený z β-(1-3)-N-acetyl-D-glukosaminu 
a β-(1-4)-D-glukoronovej kyseliny (Obr. 7), preto patrí do skupiny glykosaminglykanu. Ide 
o biopolymér veľmi rozšírený v prírode, ktorý má významné biologické funkcie u vyšších 
živočíšnych druhov vrátane človeka. Táto kyselina tvorí jednu z hlavných zložiek 
extracelulárnej matrix a jej fyzikálno-chemické vlastnosti ukazujú na široké spektrum 
možnosti využitia tejto molekuly v priemysle i v lekárskych odboroch [12, 13, 14]. 
 
Obr. 7: Primárna štruktúra kyseliny hyaluronovej [14] 
 
2.2.1 Výskyt hyaluronanu 
 Kyselina hyaluronová sa v organizme najčastejšie vyskytuje ako sodná alebo iná soľ, preto 
býva často označovaná ako hyaluronan alebo hyaluronát. Najväčšie koncentrácie hyaluronanu 
sa v prírode vyskytujú v hrebeňoch kohútov, preto sa z nich kedysi hyaluronan izoloval. 
V ľudskom tele je najvyššia koncentrácia hyaluronanu v synoviálnych tekutinách, v pupočnej 
šnúre, v chrupavke a v sklovci. Skoro polovica ľudského hyaluronanu sa vyskytuje v koži 
v intracelulárnom priestore. Dokonca aj embryo je v určitých fázach vývoja pokryté tenkou 
vrstvou hyaluronanu. Tabuľka 1 zobrazuje výskyt hyaluronanu v rôznych tkanivách [12, 15]. 
 Zvýšené množstvo nízkomolekulárneho hyaluronanu je preukázané napríklad u mnohých 
typov rakoviny, kde sa fragmenty hyaluronanu a ich receptory podieľajú na metastazovaní 
a vaskularizácií nádoru a ďalej pri poruchách imunity ako napríklad astma a reumatoidná 
artritída. Rakovinové bunky totiž produkujú nízkomolekulárny hyaluronan, aby tak unikli 
imunitnému systému a prebytky sú strhávané do krvného riečiska [16]. 
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Tabuľka 1: Výskyt hyaluronanu v niektorých tkanivách a jeho koncentrácia [13] 
tkanivo alebo telová tekutina koncentrácia 
(µg/ml) 
poznámky 
kohútov hrebeň 7500 zvieracie tkanivo s najvyšším obsahom 
hyaluronanu 
ľudská pupočná šnúra 4100 obsahuje hlavne hyaluronan s relatívne 
vysokou molárnou hmotnosťou 
ľudská synoviálna tekutina 1400–3600  objem synoviálnej tekutiny rastie počas zápalu, to 
vedie k poklesu koncentrácie hyaluronanu 
hovädzia nosná chrupavka 1200 často sa používa ako model chrupavky 
v experimentálnych štúdiách 
ľudský sklovec 140–340  koncentrácia hyaluronanu sa zvyšuje počas 
zrania tohto tkaniva 
ľudská zamša 200–500  navrhnutý ako omladzovacia látka v 
kozmetike 
ľudská pokožka 100 koncentrácia hyaluronanu je omnoho vyššia 
okolo buniek, ktoré hyaluronan syntetizujú 
zajačí mozog 65 predpokladá sa, že hyaluronan znižuje 
pravdepodobnosť výskytu nádoru na mozgu  
zajačie srdce 27 hyaluronan je hlavnou zložkou patologickej 
matrix, ktorá sa vyskytuje v arteii pri 
koronárnej restenóze 
ľudská miazga 0,2–50  nízka molekulová hmotnosť hyaluronanu sa 
vysvetľuje prednostným prímom veľkých 
molekúl pečeňovými bunkami  
Ľudská moč 0,1–0,3 Moč je dôležitým zdrojom hyaluronidáz 
ľudské krvné sérum 0,01–0,1  koncentrácia hyaluronanu rastie v séru 
u starších ľudí rovnako ako u pacientov 
s reumatickou artritídou a cirhózou pečene  
2.2.2 Význam 
 Kyselina hyaluronová je významná molekula, ktorá je nutná pre správnu funkciu ľudského 
organizmu. S vysokou molekulárnou hmotnosťou nejaví prakticky žiadnu biologickú aktivitu 
v zmysle regulácie pochodov v organizme alebo regulácie buniek a slúži hlavne ako 
štruktúrna jednotka. Naopak hyaluronan s nízkou molekulovou hmotnosťou 
(pod 500 kg∙mol−1) má vplyv na rôzne pochody v tkanivách a bunkách, pričom bolo 
preukázané, že čím nižšia je molekulová hmotnosť, tým vyššia je molekulová aktivita [2]. 
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 Vysokomolekulárny hyaluronan slúži v tkanivách ako molekula vytvárajúca odpor vode 
a tekutinám prúdiacim extracelulárnou hmotou. Podieľa sa na udržaní osmotického tlaku 
a reguláciu molekulárneho transportu, kde pôsobí ako sito pre postupné prepúšťanie molekúl 
o rôznej molekulovej hmotnosti, sprostredkováva iónový transport. Zachováva viskoelasticitu 
kvapalných spojivových tkanív, ako je kĺbová synoviálna tekutina a tekutina očného sklovca, 
kontroluje supramolekulárne usporiadanie proteoglykanu v extracelulárnej hmote. Jej ďalšia 
funkcia je viazať vodu a lubrikácia pohyblivých časti tela, ako sú kĺby a svaly [2].  
 Nízkomolekulárna kyselina hyaluronová sa podieľa na biologických procesoch 
angiogenéze, mitóze, migrácii a proliferácií bunkových typov. Reguluje tiež funkciu 
granulocytov, ovplyvňuje oxidatívne poškodenie tkanív a reguluje rýchlosť produkcie 
fibroblastov [2]. 
 Hyaluronan má priamy vplyv aj na chovanie buniek. Toto chovanie je ovplyvnené 
pomocou receptorov na povrchu buniek, ktoré sú akýmsi informačným mostíkom medzi 
extracelulárnou matrix a bunkou. Medzi najlepšie charakterizované receptory patria CD44 
a RHAMM. Predpokladá sa, že oba zasahujú do procesu migrácie zápalových a nádorových 
buniek. Ovplyvňujú ich invazivitu, adhezivitu a proliferáciu. To je dôležité napríklad 
pre hematopoetické bunky, gliové bunky, fibroblasty a metastazujúce bunky. V niektorých 
prípadoch sa môže receptor RHAMM zapojiť do procesu bunkového rastu a bolo dokázané, 
že zvýšená expresia vedie k transformácií buniek. Presný význam v karcinogenéze je stále 
predmetom skúmania. Kyselina hyaluronová pravdepodobne umožňuje vznik metastáz, tým 
že umožňuje nádorovým bunkám migrovať cez extracelulárny matrix. Štúdium nádorových 
buniek bolo preukázane, že obsahujú značnú koncentráciu kyseliny hyaluronovej, vďaka 
čomu môžu rásť a tvoriť metastázy. Avšak kyselina hyaluronová má aj schopnosť dopraviť 
na postihnuté miesto požadovanú látku, ktorá môže rakovinové bunky rozkladať. Toto jej 
využitie pri cielenej distribúcií liečiva vzbudilo záujem vedcov a v súčasnej dobe je súčasťou 
rozsiahleho výskumu [13, 17]. 
2.2.3 Štruktúra v roztoku 
Reťazce hyaluronanu zaujímajú v roztoku zvinutú štruktúru. Nukleárna magnetická 
rezonancia potvrdila prítomnosť usporiadanej štruktúry reťazca hyaluronanu v roztoku, 
v ktorej je každá disacharidová jednotka pootočená o 180° voči tej pred ňou a za ňou 
v reťazci. Výsledkom je formovaná stočená štruktúra, ako je vidieť na Obr. 8. Prítomnosťou 
hydrofóbnych a hydrofilných oblastí sa molekula radí do amfifilických látok. Axiálne 
vodíkové atómy tvoria nepolárne, hydrofóbne časti, zatiaľ čo ekvatoriálna strana reťazca tvorí 
viac polárne hydrofilné oblasti. Dochádza k neväzbovej interakcii hyaluronanu so samotnou 
vodou, kde do vodíkových väzieb vstupuje molekula vody a tvorí tak spojovací článok 
v mostíku medzi vodíkovým a kyslíkovým atómom [2, 18]. 
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Obr. 8: Špirálová štruktúra hyaluronanu v roztoku (modré vlákno predstavuje hydrofilnú štruktúru a 
červené hydrofobnú štruktúru) [19] 
Roztoky hyaluronanu vykazujú nezvyčajné reologické vlastnosti. Sú mimoriadne klzké 
a veľmi hydrofilné. V roztoku reťazce polymérneho hyaluronanu expandujú do náhodných 
klbiek. Pri veľmi nízkych koncentráciách sa tieto reťazce zamotávajú vzájomne medzi sebou, 
čo prispieva k nezvyklým reologickým vlastnostiam. Pri vyšších koncentráciách majú roztoky 
veľmi vysokú viskozitu. Tá závisí na šmykovom trení, pri zvyšovaní šmykového trenia 
dochádza k poklesu viskozity roztoku [2]. 
2.2.4 Využitie hyaluronanu a jeho aplikácia v lekárstve 
Hyaluronan sa používa v kozmetike, kde plní úlohu hydratačnej zložky, v oftalmologii, 
v estetickej medicíne, pri liečení chirurgických rán, aktuálne ako cielené nosiče liekov 
a v tkanivovom inžinierstve. Z pravidla sa kyselina hyaluronová používa vo forme svojej 
sodnej soli [20]. 
Hlavnými oblasťami, kde sa hyaluronan využíva v oblasti medicíny sú invazívne operácie, 
kde chráni tkanivá. Omladzovanie tkanív, kde sa hyaluronan doplní napríklad do kože, 
hlasiviek alebo hrtanu. Urýchľovanie hojenia a výmena synoviálnych tekutín v kĺboch. 
Hyaluronan nie je toxický, imunogenný ani teratogenný naopak je biokompatibilný 
a biodegradabilný. Využíva sa napríklad v oftalmologii, pretože je súčasťou očného sklovca. 
Najčastejšou operáciou oka s použitím hyaluronanu je výmena šošovky. Priestor oka sa 
vyplní hyaluronanom. Následne je šošovka aj s hyaluronanom odsatá a priestor sa vyplní 
novou šošovkou. To umožňuje rýchlejšiu regeneráciu oka a aj úspešnosť operácie je väčšia 
[21]. Pretože je hyaluronan významnou zložkou chrupaviek a synoviálnej tekutiny využíva sa 
pri liečbe osteoartrózy. Hyaluronan chráni povrch kĺbovej chrupavky, upravuje vlastnosti 
synoviálnej tekutiny a znižuje vnímanie bolesti pri pohybe [13]. Vysokomolekulárny 
hyaluronan pomáha tiež pri hojení rán, popálenín, vredov a bradavíc. Spoločne 
s dezinfekčnými prostriedkami bráni vysychaniu rany a kryje ju pred nečistotami 
a mikroorganizmami. Urýchľuje sa hojenie a znižuje sa zjazvenie [22]. 
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2.2.5 Cielená distribúcia liečiv 
Cielená distribúcia liečiv s využitím derivátu hyaluronanu, hlavne v oblasti rakoviny, 
zaznamenáva v súčasnej dobe veľký vzostup. Hyaluronan je vysoko hydrofilný polymér 
s hydratačným obalom, preto ho je možné priamo použiť pre dopravu nepolárnej látky. Kvôli 
hydrofóbnemu charakteru rade účinných liekov musí byť hyaluronan pre zmienené použitie 
hydrofóbne modifikován. To môže ovplyvniť jeho biologickú aktivitu a kompatibilitu. Väzba 
hyaluronanu fyzikálnymi interakciami s vhodným molekulárnym partnerom ako sú napríklad 
spomínané micely, ktoré zaistia rozpustnosť hydrofóbneho liečiva je lepším spôsobom. 
Štruktúra micel umožňuje solubilizovať hydrofóbne liečivo a hyaluronan zaisťuje vonkajšiu 
ochranu a biokompatibilitu celého systému a obstaráva cielenie systému [23]. V niektorých 
typoch rakovinového bujnenia je hyaluronan produkovaný samotným nádorom. Hoci činnosť 
receptorov aj prítomnosť hyaluronanu je v tkaniach normálny, je možné určiť miesto 
vznikajúceho nádoru. Hyaluronan tak slúži na transport nosičov s liečivom k bunkám. 
Nádorové bunky ho k sebe v ideálnom prípade naviažu, zatiaľ čo on po interakcií s receptormi 
uvoľní cytotoxickú látku, ktorá bunky zničí. Táto forma liečby je predmetom štúdia [24]. 
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3 SÚČASTNÝ STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY 
Jana Cimalová [25] sa vo svojej bakalárskej práci zamerala na štúdium systému tenzid–
hyaluronan. Pomocou fluorescenšnej spektrometrie stanovila kritickú micelárnu koncentráciu 
Septonexu v troch prostrediach – voda, 0,15 M NaCl, pufer PBS. Fyziologické prostredie 
(pufer, NaCl) znižovalo hodnotu CMC o radu oproti hodnote CMC vo vode. Pri pridaní 
vysokomolekulového hyaluronanu došlo k vytvoreniu viditeľných bielych zrazenín 
vo vyšších koncentráciách Septonexu. Septonex sa choval ako klasický katiónový tenzid. Ako 
ďalšie tenzidy boli použité tetradecylfosfocholin (TCP) a vo vode nerozpustný DPTAP. Bolo 
zistené, že tieto dva tenzidy nie sú vhodné pre účely cielenej distribúcie liečiv. U TCP 
amfotérny charakter pravdepodobne nepodporuje interakcie s hyaluronanom. Problém 
u DTAP je jeho nerozpustnosť. 
 Vo svojej diplomovej práci Tereza Halasová [26] skúmala vplyv prídavku 
vysokomolekulového hyaluronanu na CMC vybraných tenzidov (neionogénne, anionaktívne, 
kationaktívne a amfoterné) vo fyziologickom roztoku (0,15 M NaCl). Najväčší vplyv na CMC 
bol zaznamenaný u kationaktívnych tenzidov. Tento systém kationakívny tenzid CTAB–
hyaluronan bol bližšie skúmaný. Boli uskutočnené pokusy v podobe solubilizačných 
experimentov s hydrofóbnym červeným farbivom sudánom a meranie agregačného čísla 
pomocou zhasenia fluorescencie. Pre tenzid CTAB bol zistený nárast CMC s prídavkom 
hyaluronanu, čo potvrdilo interakcie s najväčšou pravdepodobnosťou elektrostatickej povahy. 
Pomocou experimentov bola zistená koncentrácia tenzidu (0,5 mmol·l−1), pri ktorej roztok 
solubilizuje hydrofóbnu látku, ale táto koncentrácia tenzidu nebola dosť vysoká na to, aby sa 
agregáty vyzrážali. To nastáva až pri približne štyridsať násobku. Prídavok hyaluronanu 
ovplyvňuje aj agregačné číslo CTAB, ktoré s rastúcim množstvom hyaluronanu klesá. 
 V článku Márie Kalbáčovej a kol. [27] je skúmaný vplyv rôznych koncentrácií CTAB 
na životaschopnosť vybraných ľudských buniek pomocou rôznych metód 
(imunocytochemické, biochemické). Všetky metódy potvrdili cytotoxický účinok CTAB, čo 
by však mohlo byť potlačené prítomnosťou hyaluronanu, ktorý môže byť použitý ako úspešný 
protektor špecifických typov buniek proti cytotoxickému CTAB pri nízkych koncentráciách. 
 Ebrahim Saadat a kol. [28] sa zaoberali vo svojom výskume syntézou a optimalizáciou 
polymérnej micely na báze kyseliny hyalurónovej na dodanie paklitaxelu. Tento nosič liečiv 
bol syntetizovaný pomocou biodegradabilných a biokompatibilných polymérov pre jadro aj 
obal micel. Optimalizované micely boli vyhodnotené z hľadiska fyzikálno-chemických 
vlastností, v štúdií in vitro uvoľňovania a tiež stability. Biologická distribúcia 
optimalizovaného micelárneho systému bola hodnotená in vivo v modelu potkana. Táto 
analýza ukázala, že systém hyaluronan–polymérne micely sa väčšinou hromadí v pečeni, 
v slezine, v srdci a niektoré časti tohto systému sú eliminované v obličkách. Štúdia stability 
nepreukázali zrážanie zaťaženého liečiva a micely boli tiež stabilné chemicky aj fyzicky 
najmenej 6 mesiacov po vložení. Dospeli k záveru, že systém hyaluronan–polymérne micely 
môže byť považovaný za sľubný nosič PTX dodania bez toxického účinku emulgátorov. 
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 Subhashis Chakraborty a kol. [29] skúmali rozpustnosť rôznych povrchovo aktívnych 
látok pre fosfátovú soľ. Použili roztoky tenzidov aniónový SDS, katiónový CTAB 
a neionogénny Tween 80 v koncentračnom rozmedzí 5 až 35 mmol/l v roztoku pufri o pH 1,2; 
3; 4,5; 5,8; 6,8 a 7,2. V zásaditom pH bola zistená rozpustnosť v nasledujúcom poradí CTAB 
> T80 > SDS. CTAB a T80 ukázali rovnako pozoruhodné zvýšenie rozpustnosti aj v kyslom 
prostredí. Pomocou merania absorbancie na UV-VIS spektrofotometru bola stanovená 
rozpustnosť liečiva vo vode a v roztokoch pufri. Bolo zistené, že prídavkom tenzidu rastie 
solubilizácia so zvyšujúcou sa koncentráciou tenzidu. Katiónové a neionogénne tenzidy majú 
lepšie solubilizačné schopnosti.  
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
4.1 Materiál 
4.1.1 Použité chemikálie 
Tenzid Septonex šarže: 910SEP002 Mr=422,48 
Solubilizované látky Sudán Red G šarže: 401930/1 Mr=278,31 
Sudán III šarže: 457184/1 Mr=352,40 
Hyaluronan sodný 8–15kDa šarže: 213-6147 vlhkosť: 10,82 % 
15–30 kDa šarže: 213-6481 vlhkosť: 10,80 % 
90–130 kDa šarže: 214-8707 vlhkosť: 9,243 % 
1500–1750 kDa šarže: 213-5226 vlhkosť č. 1: 8,343 % 
vlhkosť č. 2: 8,436 % 
Rozpúšťadlá deionizovaná voda systém Mili-Q  
etanol 
 
4.1.2 Použité prístroje a zariadenia 
Analytické váhy Denver Instrument 
Automatické pipety Finnpipette, Eppendorf research 
Magnetické miešadlo Variomag Poly 
Vortex MS2 Minishaker 
Trepačka Heidolph Vibramax 100 
UV-VIS spektrofotometer  Hitachi U-3900H  
4.2 Príprava zásobných roztokov 
4.2.1 Príprava zásobných roztokov farbív Sudán Red G a Sudán III pre kalibračnú 
priamku 
 Bolo navážené potrebné množstvo Sudánu Red G a Sudánu III a obe navážky boli doplnené 
60 ml čistým etanolom na koncentráciu zásobného roztoku Sudánu III 6,62·10−5 mol·l−1 
a koncentráciu zásobného roztoku Sudánu Red G 7,79·10−5 mol·l−1. Zmeraná absorbancia 
zásobného roztoku bola približne 4. Zásobné roztoky boli pre lepšie rozpustenie umiestnené 
na magnetickú miešačku na 24 hodín. 
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4.2.2 Príprava zásobných roztokov Septonexu 
 Boli pripravené dva zásobné roztoky Septonexu o koncentráciách 20 mmol·l−1 
a 40 mmol·l−1. Potrebné množstvo Septonexu bolo rozpustené v 100 ml mili-Q vody. Pre 
lepšie rozpustenie boli roztoky umiestnené na magnetickú miešačku. Pripravené roztoky boli 
uchované pri laboratórnej teplote. 
4.2.3 Príprava zásobných roztokov hyaluronanu 
 Boli použité štyri molekulové hmotnosti hyaluronanu (viz. kapitola 4.1.1). Na analytických 
váhach bolo navážené potrebné množstvo hyaluronanu pre prípravu roztoku o koncentrácií 
0,2 g·l−1a doplnené 100 ml mili-Q vodou. Zásobné roztoky boli ponechané na magnetickej 
miešačke na 24 hodín. 
4.3 Príprava vzoriek 
4.3.1 Príprava vzoriek pre kalibračnú priamku 
 Do vialky bolo pridané v pomere 1:3 zo zásobného roztoku Sudánu Red G alebo Sudánu III 
pre kalibračnú priamku a etanol. Zmeraná absorbancia tohto roztoku pri 500 nm bola 
približne 1. Boli pripravené štyri vzorky o rôznych koncentráciách v rozmedziach 10−8 až 
10
−5
 mol·l−1 z každého zásobného roztoku farbív Sudánu Red G a Sudánu III pre kalibračnú 
priamku vždy v pomere 1:3 s etanolom. Každá vzorka bola pripravená dvakrát. 
4.3.2 Príprava vzoriek so Septonexom 
 Bolo pripravených sedem vzoriek o rôznych koncentráciách v troch opakovaniach pre 
každé farbivo do sklenených vialiek o objemu 5 ml. Výsledné koncentrácie vzoriek boli: 0,1; 
0,5; 2; 5; 10; 15; 20 mmol·l−1. Vzorky boli premiešané na vortexe a boli k nim pridané 
zrniečka farbív Sudánu Red G a Sudánu III. Pre lepšie rozpustenie farbív boli vzorky 
ponechané na trepačke. 
4.3.3 Príprava vzoriek so Septonexom a hyaluronanom 
 Bolo pripravených päť vzoriek o rôznych koncentráciách v troch opakovaniach pre každé 
farbivo do sklenených vialiek o celkovom objemu 5 ml. Najskôr bolo pomocou automatickej 
pipety do vialiek napipetovaných 2,5 ml odpovedajúceho zásobného roztoku Septonexu, tak 
aby výsledná koncentrácia vo vzorku bola: 2; 5; 10; 15; 20 mmol·l−1 a doplnených na objem 
5 ml roztokom hyaluronanu o koncentrácií 0,2 g·l−1. Hyaluronan nie je úplne vysušený, ale 
má vlhkosti uvedené v kapitole 4.1.1, preto je presná koncentrácia vo vzorkách uvedená 
v Tabuľke 2. Vzorky boli premiešané na vortexe. Boli k nim pridané zrniečka farbív Sudánu 
Red G a Sudánu III pre dosiahnutie presýtenia vzorku farbivom tak, aby sa do micel dostalo 
také množstvo farbiva, koľko systém zvládne rozpustiť. Pre lepšie rozpustenie farbív boli 
vzorky ponechané na trepačke. 
 Pre porovnanie spôsobu prípravy vzoriek s predchádzajúcim postupom (pridávanie 
jednotlivých zložiek: Septonex potom HyA a nakoniec zrniečka farbív) boli vzorky 
namiešané v inom poradí pridávania jednotlivých zložiek. Po pridaní 2,5 ml Septonexu 
o daných koncentráciách boli do vialiek pridané zrniečka farbív Sudánu Red G a Sudánu III. 
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Vzorky boli ponechané 45 minút na trepačke. Následne k nim bol pridaný roztok hyaluronanu 
o koncentrácií 0,2 g·l−1na celkový objem 5 ml. Boli použité dve molekulové hmotnosti 
hyaluronanu 8–15 kDa a 1500–1750 kDa. Pre lepšie rozpustenie farbív boli vzorky 
ponechané na trepačke cez noc. Rovnakou metódou boli pripravené ďalšie koncentračné rady 
Septonexu s farbivami, ale po 45 minútach na trepačke k nim nebol pridaný hyaluronan, ale 
2,5 ml mili-Q vody pre porovnanie. 
Tabuľka 2: Presná koncentrácia hyaluronanu v roztokoch 
Molekulová hmotnosť HyA Vlhkosť 
Koncentrácia HyA v roztoku 
[g·l−1] 
HyA 8–15 kDa 10,82 % 0,0892 
HyA 15–30 kDa 10,80 % 0,0892 
HyA 90–130 kDa 9,243 % 0,0908 
HyA 1500–1750 kDa 
8,343 % 0,0917 
8,436 % 0,0916 
 
4.3.4 Príprava vzoriek hyaluronanu s farbivami 
 Bola pripravená jedna vzorka pre každé farbivo po troch opakovaniach. Najskôr bolo 
do sklenených vialiek napipetovaných 3 ml zo zásobného roztoku hyaluronanu 8–15 kDa 
a bolo pridané zrniečko farbív Sudánu Red G a Sudánu III. Vzorky boli ponechané 
na trepačke cez noc. 
 
4.4 Meranie a vyhodnotenie údajov 
4.4.1 UV-VIS spektrofotometria 
 Vo všetkých prípadoch boli vialky uzatvorené a pred meraním boli ponechané na trepačke 
do ďalšieho dňa. Nasledujúci deň bolo prevedené ich meranie na UV-VIS spektrofotometri 
HITACHI pri laboratórnej teplote. U všetkých vzoriek bola meraná absorbancia pre rozsah 
vlnových dĺžok od 400 do 800 nm. Ako slepá vzorka bol zvolený roztok tenzidu Septonexu 
bez pridaného farbiva a pri použití hyaluronanu bola slepá vzorka roztok tenzidu Septonexu 
s hyaluronanom bez farbiva. Optický systém dosahuje parametrov vhodných aj pre meranie 
veľmi malých objemov vzoriek. Údaje boli exportované do Excelu a následne vyhodnotené.  
4.5 Meranie absorbancie a stanovenie kalibračnej priamky 
 Kalibračné roztoky pripravené v rozmedziach 10−8 až 10−5 mol·l−1 slúžili ako kalibračné 
štandardy. Zo zásobných roztokov o presnej navážke farbív Sudánu bol odpipetovaný 1 ml 
do vialky a vzorka bola doplnená etanolom na objem 4 ml. U pripravených vzorkách bola 
zmeraná absorbancia pomocou UV-VIS spektrofotometru. 
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4.6 Stanovenie CMC Septonexu vo vode 
 Bola pripravená koncentračná rada Septonexu o výsledných koncentráciách vo vzorkách 
0,1; 0,5; 2; 5; 10; 15 a 20 mmol·l−1 Koncentračná rada bola namiešaná trikrát aby boli určené 
chybové úsečky pri vyhodnocovaní nameraných údajov. Meranie bolo stanovené vo vode. 
4.7 Vplyv molekulovej hmotnosti HyA na solubilizáciu  
 Bola pripravená koncentračná rada vzoriek Septonexu a farbivami Sudánu o daných 
koncentráciách a s roztokom HyA o koncentrácií 0,2 g·l−1. Koncentračné rady boli pripravené 
trikrát a boli použité štyri molekulové hmotností HyA uvedené v kapitole 4.2.3. U takto 
pripravených vzorkách bol sledovaný pomocou UV-VIS spektrometrie vplyv molekulovej 
hmotnosti HyA na solubilizáciu farbív. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSIA 
5.1 Stanovenie kalibračných priamok Sudánu Red G a Sudánu III 
 
Obr. 9: Kalibračná priamka Sudánu Red G v prostredí etanolu 
 
Obr. 10: Kalibračná priamka Sudánu III v prostredí etanolu 
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Obr. 9 a 10 zobrazuje závislosť absorbancie na koncentrácií kalibračných štandardov. 
Pre ich zostrojenie bola pripravená sada štandardných roztokov o koncentráciách 10−8 až 
10
−5
 mol·l−1. Farbivá boli rozpustené v prostredí etanolu. Jednotlivé získané body boli 
preložené regresnou priamkou, získaná rovnica regresie bola použitá k vyhodnoteniu 
množstva solubilizovanej látky v daných vzorkách, ktorých príprava bola zmienená 
v kapitole 4.3. 
 
5.2 Stanovenie CMC Septonexu 
 
 
Obr. 11: Graf závislosti koncentrácie Sudánu III na koncentrácií Septonexu 
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Obr. 12: Graf závislosti koncentrácie Sudánu Red G na koncentrácií Septonexu 
 
Obr. 11 a 12 predstavujú závislosť koncentrácie farbív Sudánu na koncentrácií Septonexu 
vo vode, vzorky boli pripravené podľa kapitoly 4.3.2. Ako je vidieť z grafov s rastúcou 
koncentráciou Septonexu rastie aj koncentrácia solubilizovanej látky. Na základe kalibračnej 
priamky bolo vypočítané množstvo rozpusteného farbiva z nameraných hodnôt absorbancie 
pre jednotlivé vzorky. V rovnici lineárnej regresie v kalibračnej priamke premenná y 
odpovedá nameranej hodnote absorbancie a premenná x označuje koncentráciu pripraveného 
roztoku. Všetky hodnoty sú uvedené s príslušnou chybou, ktorá je daná súčtom chyby 
opakovania jednotlivých meraní a chyby, ktorou je zaťažená sama kalibračná priamka. 
Pri zvyšujúcej sa koncentrácií Septonexu dochádza k zvýšeniu absorbancie vplyvom tvorby 
micel. Prvé dve hodnoty odpovedajú koncentráciám 0,1 a 0,5 mmol·l−1 a absorbancia je tu 
takmer nulová. To znamená, že tvorba micel tu ešte neprebehla a micely sa začali tvoriť až 
po prekročení CMC, ktorá odpovedá koncentrácií tenzidu okolo 0,5 mmol·l−1 [25]. 
Ako je vidieť z nameraných a vypočítaných údajov bola overená schopnosť solubilizácie 
hydrofóbnych farbív pomocou micel. Tento modelový vzor, ktorý imituje normálne 
nerozpustné polárne liečivo by sa mohol dať použiť v oblasti cielených nosičov 
so schopnosťou solubilizácie liečiv. 
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5.3 Vplyv molekulovej hmotnosti HyA na solubilizáciu  
 Bol sledovaný vplyv molekulovej hmotnosti hyaluronanu na solubilizačnú schopnosť 
Septonexu. Bola pripravená koncentračná rada Septonexu a k nim bol pridaný HyA a zrniečka 
farbív. Pridávalo sa vždy zrniečko pre dosiahnutie presýtenia vzorku farbivom tak, aby sa 
do všetkých prítomných micel dostalo toľko farbiva, koľko systém zvládne rozpustiť a zvyšok 
zostal nerozpustený na dne vialky. Ako je vidieť z grafov na Obr. 13 a 14 hyaluronan má 
vplyv na rozpúšťanie farbív. V prípade vysokomolekulárnych hyaluronanov sa solubilizačná 
schopnosť znižuje a naopak pri použití nízkomolekulárnych hyaluronanov zvyšuje. Tento fakt 
sa dá odôvodniť tým, že použitie vysokomolekulárneho HyA zabraňuje ďalšiemu vniknutiu 
farbiva do jadra micel, lebo obalí micely. Tým znižuje rozpúšťanie farbiva v micelách. 
Nízkomolekulový HyA neobalí micely, pretože jeho lineárny reťazec je veľmi neohybný 
a relatívne krátky s porovnaním veľkosti micely, ktorá sa uvádza asi 5 nm v priemere [30], 
takže farbivo sa do micel zabudováva. V porovnaní so Septonexom bez HyA sa zdá, že 
nízkomolekulárny HyA má pozitívny vplyv na solubilizáciu farbiva. Pre prehľadnejšie 
znázornenie údajov v grafoch sú rovnice regresie a hodnoty spoľahlivosti uvedené 
v Tabuľke 3 pre Sudán Red G a v Tabuľke 4 pre Sudán III. 
  
 Pre pozitívny vplyv krátkeho hyaluronanu na rozpustnosť farbív v systéme micela–
hyaluronan bol vykonaný pokusný experiment pre overenie schopnosti solubilizácie len 
so samotným roztokom hyaluronanu 8–15 kDa. K roztoku hyaluronanu bolo pridané farbivo 
Sudánu Red G a Sudánu III a vzorky boli premerané na UV-VIS spektrofotometru. Ako slepá 
vzorka bol použitý hyaluronan bez farbív. Absorbancia sa pohybovala okolo 0,01. Bolo 
zistené, že samotný hyaluronan nie je schopný solubilizácie, lebo je hydrofilný a netvorí tak 
žiadne agregáty. Takže zvýšenie solubilizácie u krátkeho hyaluronanu nie je spôsobené 
rozpustnosťou farbív pomocou samotného hyaluronanu. 
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Obr. 13: Graf závislosti koncentrácie Sudánu Red G na koncentrácií Septonexu so 4 molekulovými 
hmotnosťami HyA s porovnaním Septonexu bez HyA 
 
 
Tabuľka 3: Získané rovnice regresie a hodnoty spoľahlivosti z grafu pre Sudán Red G 
Zloženie vzorku  Rovnica regresie Hodnota spoľahlivosti R2 
Septonex bez HyA y=1·10−6·x−9·10−7 0,9857 
HyA 8–15 kDa y=2·10
−6·x+2·10−6  0,9885 
HyA 15–30 kDa y=2·10−6·x+2·10−6 0,9712 
HyA 90–130 kDa y=8·10−7·x+8·10−7 0,9916 
HyA 1500–1750 kDa y=8·10−7·x−1·10−6 0,9968 
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Obr. 14: Graf závislosti koncentrácie Sudánu III na koncentrácií Septonexu so 4 molekulovými 
hmotnosťami HyA s porovnaním Septonexu bez HyA 
 
 
Tabuľka 4: Získané rovnice regresie a hodnoty spoľahlivosti z grafu pre Sudán III 
Zloženie vzorku Rovnica regresie Hodnota spoľahlivosti R2 
Septonex bez HyA y=3·10−7·x+7·10−7 0,979 
HyA 8–15 kDa y=3·10−6·x+2·10−6 0,9655 
HyA 15–30 kDa y=5·10−7·x+8·10−7 0,959 
HyA 90–130 kDa y=2·10−7·x+9·10−7 0,9501 
HyA 1500–1750 kDa y=1·10−7·x−7·10−8 0,9274 
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5.4 Vplyv spôsobu prípravy systému na solubilizačnú schopnosť 
 
 
Obr. 15: Graf závislosti koncentrácie Sudánu Red G na koncentrácií Septonexu s porovnaním 
pre pridaný HyA 8-15 kDa a HyA 1500-1750 kDa pred farbivom a po farbive a s mili-Q vodou 
pridanou po farbive 
 
 
Tabuľka 5: Získané rovnice regresie a hodnoty spoľahlivosti z grafu pre Sudán Red G 
Zloženie vzorku Rovnica regresie Hodnota spoľahlivosti R2 
HyA 8–15 kDa pred farbivom y=2·10−7·x+2·10−6 0,9885 
HyA 8–15 kDa po farbive y=1·10−6·x+4·10−6 0,9169 
HyA 1500–1750 kDa pred farbivom y=8·10−7·x−1·10−6 0,9968 
HyA 1500–1750 kDa po farbive y=2·10−6·x−1·10−6 0,9932 
Mili-Q voda po farbive y=1·10−6·x+3·10−6 0,9850 
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Obr. 16: Graf závislosti koncentrácie Sudánu III na koncentrácií Septonexu s porovnaním pre pridaný 
HyA 8-15 kDa a HyA 1500-1750 kDa pred farbivom a po farbive a s mili-Q vodou pridanou 
po farbive 
 
 
Tabuľka 6: Získané rovnice regresie a hodnoty spoľahlivosti z grafu pre Sudán III 
Zloženie vzorku Rovnica regresie Hodnota spoľahlivosti R2 
HyA 8–15 kDa pred farbivom y=3·10−7·x+2·10−6 0,9655 
HyA 8–15 kDa po farbive y=4·10−7·x−6·10−7 0,9415 
HyA 1500–1750 kDa pred farbivom y=1·10−7·x−7·10−8 0,9274 
HyA 1500–1750 kDa kDa po farbive y=2·10−7·x−3·10−7 0,9929 
Mili-Q voda po farbive y=4·10−7·x−1·10−7 0,9546 
 
  
 Pre porovnanie vplyvu spôsobu prípravy boli vzorky namiešané pre nízkomolekulárny HyA 
8–15 kDa a vysokomolekulárny HyA 1500–1750 kDa v opačnom poradí pridávania zložiek 
viz. kapitola 4.2.3. Z grafov na Obr. 15 a 16 je vidieť, že pridanie HyA po farbive ovplyvňuje 
rozpustnosť málo. U vysokomolekulárneho HyA je v oboch grafoch možné sledovať, že 
po pridaní HyA po farbive došlo k zvýšeniu solubilizácie. Dôvodom je, že 
vysokomolekulárny hyaluronan má dostatočne dlhý reťazec a dokáže micelu obaliť. Z čoho 
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vyplýva, že farbivo pridané po HyA sa nemôže značne rozpustiť, lebo reťazec 
vysokomolekulárneho HyA je taký ohybný, že obalí micely a zabraňuje ďalšiemu vniknutiu 
farbiva do jadra micely. Avšak pri pridaní farbiva pred vysokomolekulárnym HyA dochádza 
k väčšej rozpustnosti, lebo farbivo stihlo preniknúť do jadra micely, keďže HyA ju ešte 
neobalil. U nízkomolekulárneho HyA nie je možné jednoznačne povedať, či sa rozpustnosť 
po pridaní HyA po farbive zvýšila, lebo jeho lineárny reťazec je taký krátky, že v takej malej 
dĺžke sa nedokáže ohýbať, takže nie je schopný obaliť micelu. V porovnaní s prídavkom 
mili-Q vody po farbive namiesto hyaluronanu nie sú výsledky jednoznačné a nedá sa 
s určitosťou povedať, že nízkomolekulárny HyA má pozitívny vplyv na rozpustnosť farbív. 
Vysokomolekúlarny HyA solubilizáciu farbív však výrazne znižuje. Rovnice regresie 
a hodnoty spoľahlivosti sú uvedené v Tabuľke 5 a v Tabuľke 6. 
 
Vo všetkých uvedených grafoch s pridaným HyA 8–15 kDa po farbivách chýba bod, ktorý 
odpovedá koncentrácií Septonexu 2 mmol·l−1. Príčinou je, že po pridaní HyA došlo k zrazeniu 
vzorku (Obr. 17). 
 
 
Obr. 17: Zrazený 2 mmol·l−1 roztok Septonexu po pridaní HyA 8-15 kDa 
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6 ZÁVER 
 Cieľom mojej práce bolo štúdium systému micela–hyaluronan s ohľadom na ich 
solubilizačné schopnosti a použitie v oblasti cielených nosičov liečiv. Systém bol skúmaný 
pomocou UV-VIS spektrometrie s využitím hydrofóbnych farbív Sudánu Red G a Sudánu III, 
ktoré simulujú nerozpustné nepolárne liečivo, takže slúžili ako modelové molekuly. 
Za zástupcu tenzidu bol zvolený Septonex. Pre bližšie skúmanie bol vybraný systém 
Septonex–hyaluronan a bol skúmaný vplyv molekulovej hmotnosti hyaluronanu 
na solubilizačnú schopnosť systému. Zvolená metóda UV-VIS spektrofotometrie sa ukázala 
byť vhodnou metódou pre charakterizáciu solubilizačných schopností micel. 
 Najprv boli pripravené vzorky Sudánu v koncentračných rozmedziach 10−8 až 10−5 mol·l−1 
v prostredí etanolu. Pomocou UV-VIS spektrofotometru bola zmeraná ich absorbancia. 
Z takto nameraných hodnôt bola zostrojená kalibračná priamka, ktorej rovnica lineárnej 
regresie slúžila k určeniu solubilizačných schopností u ďalších pripravených vzorkách. 
 Ďalej bola stanovená CMC Septonexu vo vode. So zvyšujúcou sa koncentráciou Septonexu 
dochádzalo k zvýšeniu absorbancie u farbív Sudánu, čiže k zvýšeniu rozpustnosti 
solubilizovaných farbív. 
 Meraním bolo ďalej dokázané, že molekulová hmotnosť hyaluronanu má vplyv 
na rozpustnosť farbív v systéme micela–hyaluronan. Pri použití vysokomolekulárneho 
hyaluronanu sa rozpustnosť znížila, dôvodom je, že došlo k obaleniu micel hyaluronanom 
a farbivo sa nedostalo do jadra micel, takže sa ho rozpustilo málo. Naopak nízkomolekulárny 
HyA nedokázal micelu obaliť, lebo jeho reťazec je krátky a zdá sa, že má pozitívny vplyv 
na solubilizáciu farbív. Pri študovaní spôsobu prípravy systému na rozpustnosť farbív, bolo 
zistené, že u vysokomolekulárneho hyaluronanu pridaného až po farbive sa rozpustnosť 
zvýšila. Pri nízkomolekulárnom hyaluronane sú výsledky veľmi podobné, takže nemôžeme 
s istotou určiť, či sa rozpustí viac farbiva pridaného pred hyaluronanom. Takže spôsob 
prípravy u nízkomolekulárneho HyA nemá vplyv na rozpustnosť farbív, lebo micelu neobalí. 
 Účelom solubilizačných experimentov bolo zistiť schopnosť systému s meniacou sa 
koncentráciou tenzidu rozpúšťať hydrofóbne farbivá a vplyv molekulovej hmotnosti 
hyaluronanu na solubilizáciu. Pomocou týchto experimentov bolo zistené, že systém je 
schopný rozpúšťať hydrofóbnu látku. Micely predstavujú sľubné nosiče pre poskytovanie zle 
rozpustných liečiv. Avšak vzhľadom k podobnosti normálnych a nádorových buniek, 
budovanie efektívneho systému podávania liekov zostáva výzvou. Dobré rozlišovanie 
vyžaduje mnohostranný prístup k liečbe rakoviny. Micely uchytené hyaluronanom môžu byť 
aktívne zamerané na miesta nádorov. Cez obrovské pokroky a úspechy v cielenej liečbe 
rakoviny, dosiahnutých zavedením micelárnych nanočastíc, je stále rad problémov 
k dosiahnutiu odpovede proti nádoru [1]. 
 Záverom môžeme konštatovať, že ciele bakalárskej práce boli splnené. Práca poskytla 
základný prehľad o solubilizačných schopnostiach tenzidu a o vplyve molekulovej hmotnosti 
hyaluronanu na rozpustnosť farbív. Získané výsledky môžu byť použité k ďalším 
experimentom alebo výskumu v oblasti zameranej na cielenú distribúciu liečiv. 
34 
 
7 POUŽITÁ LITERATÚRA 
[1] DOUROUMIS, Dennis a Alfred FAHR. Drug delivery strategies for poorly water-soluble 
drugs. Chichester, West Sussex: John Wiley, 2012, xxv, 600 s. ISBN 978-0-470-71197-2.  
[2] MALÁ, Michaela. Solubilizační vlastnosti komplexů hyaluronan-tenzid. Brno, 2014. 
Diplomová práce. Vysoké učení technické v Brne. Vedoucí práce Ing. Tereza Halasová, Ph.D. 
[3] POUCHLÝ, Julius. Fyzikální chemie makromolekulárních a koloidních soustav. 2. vyd. 
Praha: VŠCHT, 2001, 198 s. ISBN 80-708-0422-X. 
[4] ŠČUKIN, E. Koloidní chemie. 1. vyd. Praha: Academia, 1990, 484 s. ISBN 80-200-0259-
6. 
[5] Lisofosfolípidos y digestibilidad de las grasas [online]. 2013 [cit. 2015-04-26]. Dostupné 
z:http://agrinews.es/2013/08/27/lisofosfolipidos-y-digestibilidad-de-las-grasas/#prettyPhoto 
[6] Obrácená micela inverted (reverse) micelle [online]. 2012 [cit. 2014-12-06]. Dostupné z: 
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/obracena_micela.html 
[7] BARTOVSKÁ L., ŠIŠKOVÁ M.: Fyzikální chemie povrchů a soustav, Vysoká škola 
chemicko-technologická v Praze, 2010, ISBN: 978-80-7080-745-3, s. 186-190 
[8] ČERVENKOVÁ, Zuzana. Interakce hyaluronanu a cetrimidu. Brno, 2013. Bakalářská 
práce. Vysoké učení technické v Brně Fakulta chemická. Vedoucí práce Ing. Filip Mravec, 
Ph.D. 
[9] Micela (asociativní) micelle [online]. 2012 [cit. 2014-12-07]. Dostupné z: 
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/micela_-asociativni-.html 
[10] Solubilizace solubilization [online]. 2012 [cit. 2014-12-07]. Dostupné z: 
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/solubilizace.html 
[11] Zvýšení biodostupnosti těžce rozpustných léčivých látek technologickými postupy 
usnadňujícími jejich rozpouštění [online]. 2011 [cit. 2014-12-07]. Dostupné 
z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2011_01_34-40.pdf 
[12] KOGAN, G., ŠOLTÉS, L., STERN, R.: Hyaluronic acid: a natural biopolymer with a 
broad range af biomedical and industrial applocations. Springer Science + Business Media, 
2006, v. 351, s. 2-10.  
[13] MICHALICOVÁ, Petra. Nativní hyaluronan jako nosič hydrofobních molekúl. Brno, 
2013. Diplomová práce. Vysoké učení technické v Brně Fakulta chemická. Vedoucí práce 
prof. Ing. Miloslav Pekař, CSc. 
35 
 
[14] NECAS, J., BARTOSKOVÁ, L., BRAUNER, P., KOLAR, J.: Hyaluronic acid 
(hyaluronan): areview. Veterinarni medicina. 2008, roč. 53, č. 8, s. 397-411. 
[15] COWMAN, K. M., MATSUOKA, S.: Experimental approaches to hyaluronan structure. 
Carbohydrate research, 2005, č. 340, s. 791-809  
[16] DAY R. M. – MASCARENHAS M. M.: Low molecular weight hyaluronan from 
stretched lung enhances interleukin-8 expression. Am J Respir Cell Mol Biol., 2004 Jan, vol. 
30, no. 1, s. 51-60. 
[17] DAY R. M. – MASCARENHAS M. M.: Signal Transduction Associated with 
Hyaluronan. In Chemistry and Biology of Hyaluronan, edit. Garg H. and Hales C., Elsevier 
Ltd., 2004, chapter 7, s. 153-188, ISBN 0-08-044382-6. 
[18] SCOTT, J. E.: Secondary and Tertiary Structures of Hyaluronan in Aqueous Solutions. 
Some Biological Consequences. Glycoforum [online], 1998, [cit. 2015-04-26], 
http://www.glycoforum.gr.jp/ 
[19] HASCALL V., LAURENT T.: Hyaluronan: Structure and Physical  Properties, 
glycoforum [online]. 1997, [citováno: 2015-04-26]. Dostupné online: 
http://www.glycoforum.gr.jp 
[20] SCHIRALDI CH., LA GATTA A., DE ROSA M.: Biotechnological Production and 
Application of Hyaluronan, 2010, Chapter 20, pp. 387-412, ISBN 978-953-307109-1 
[21] ASARI, A., MIYAUCHI, S.: Medical application of Hyaluronan. Glycoforum [online], 
2000, [cit. 2015-04-26], http://www.glycoforum.gr.jp/ 
[22] KOGAN, G., ŠOLTÉS, L., STERN, R.: Hyaluronic acid: a natural biopolymer with a 
broad range af biomedical and industrial applocations. Springer Science + Business Media, 
2006, v. 351, s. 2-10. 
[23] SLÍVA J., MINAŘÍK J.: Hyaluronát-nejen pasivní pozorovatel, nýbrž aktivní modulátor 
imunitních reakcí, New EU Magazine of Medicine 1-2/2009, s. 75-78 
[24] PETRÁK, K.: Essential properties of drug-targeting delivery systems. Drug Delivery 
Today, 2005, roč. 10, č. 23–24, s. 1667–1673 
[25] CIMALOVÁ, Jana. Ionokomplexy hyaluronanu pro kosmetické a farmaceutické účely. 
Brno, 2011. Bakalářská práce. Vysoké učení technické v Brně. Vedoucí práce prof. Ing. 
Miloslav Pekař, CSc. 
[26] HALASOVÁ, Tereza. Interakce a agregace v systémech hyaluronan-aminokyseliny-
tenzid. Brno, 2009. Diplomová práce. Vysoké učení technické v Brně Fakulta chemická. 
Vedoucí práce prof. Ing. Miloslav Pekař, CSc. 
36 
 
[27] KALBÁČOVÁ, Marie, Martina VERDÁNOVÁ, Filip MRAVEC, Tereza HALASOVÁ 
a Miloslav PEKAŘ. Effect of CTAB and CTAB in the presence of hyaluronan on selected 
human cell types.Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects. 2014, 
vol. 460, č. 1, s. 204-208. DOI: 10.1016/j.colsurfa.2013.12.048. 
[28] SAADAT, Ebrahim, Mohsen AMINI, Mohammad Reza KHOSHAYAND, Rassoul 
DINARVAND a Farid A. DORKOOSH. Synthesis and optimization of a novel polymeric 
micelle based on hyaluronic acid and phospholipids for delivery of paclitaxel, in vitro and in-
vivo evaluation. International Journal of Pharmaceutics. 2014, vol. 475, 1-2, s. 163-173. 
DOI: 10.1016/j.ijpharm.2014.08.030. 
[29] CHAKRABORTY, Subhashis, Dali SHUKLA, Achint JAIN, Brahmeshwar MISHRA a 
Sanjay SINGH. Assessment of solubilization characteristics of different surfactants for 
carvedilol phosphate as a function of pH. Journal of Colloid and Interface Science. 2009, vol. 
335, issue 2, s. 242-249. DOI: 10.1016/j.jcis.2009.03.047. 
[30] ASWAL, V.K., P.S. GOYAL, S. DE, S. BHATTACHARYA, H. AMENITSCH a S. 
BERNSTORFF. 2000. Small-angle X-ray scattering from micellar solutions of gemini 
surfactants. Chemical Physics Letters. 329(5-6): 336-340. DOI: 10.1016/S0009-
2614(00)01043-5. ISSN 00092614.  
 
 
37 
 
8 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV 
8.1 Použité skratky  
Skratka Význam skratky 
HyA Hyaluronan 
CMC Kritická micelárna koncentrácia 
UV-VIS 
Ultrafialová a viditelná oblast 
elektromagnetického žiarenia 
SDS Dodecylsulfát sodný 
T80/Tween 80 Polyethylene glykol sorbitan monolaurate 
CD44 Receptor (Cluster of differentiation 44) 
RHAMM 
Receptor (Receptor of hyaluronic acid mediated 
motility) 
CTAB Cetyltrimethylamonium bromid 
TCP Tetradecylfosfocholin 
PTX Paklitaxel 
PBS Fosfátový pufer 
DPTAP 1,2-dipalmitoyl-3-trimethylammonium-propan 
HPLC Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia 
NaCl Chlorid sodný 
8.2 Použité symboly 
Symbol Význam  Jednotka 
Da Dalton g·mol−1 
Mr 
Relatívna molekulová 
hmotnosť 
g·mol−1 
 
